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SEPARATION OF FOOT AND MOUTH DISEASE VIRUS NEUTRALIZING ANTIBO 
DIES BY ION EXCHANGER 
By 
I. DIMITRIADIS* 
S U M M A R Y 
Using chromatography with ion exchanger DEAE-50, Foot and Mouth Disease types, Ο,Α 
and C neutralizing antibodies were separated from hyperimmune cattle serum. 
The first fraction (Fraction No 0) behaves in electrophoresis and immune electrophoresis 
(slow movement to the anod) like Ig G2 and its neutralizing antibodies titre is higher than in the 
other ftactions (Fraction No 1-4) corresponding to Ig G,. From the fractions of the hyperimm­
une serum, which were tested, Foot and Mouth Disease types A and Ο neutralizing antibodies 
were isolated with relatively low titres. The same serum tested as whole serum had Food and 
Mouth Diesease neutralinzing anutibodies of types A, Ο and C 1:216, 1:512 and 1:32 respe­
ctively. 
The fraction No 1-4 of the serum behaving in electrophoresis like Ig G. unlike Ig G, of the 
colostrum, did not show the hemocytotropism phenomenon. 
ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
Γιά νά γίνει πιο σαφής ή φύση των φυσιολογικών σφαιρινών και ή κινητι­















Εκτεταμένες έξετάσαις άνοσοσφαιρινών τοΰ ανθρωπίνου ορού απέδειξαν, 
πώς υπάρχουν τρεις μεγάλες (IgG, IgM, IgA) και δύο μικρές (IgD, IgE) κατη­
γορίες άνοσοσφαιρινών




Ό ποσοτικός καθορισμός μέ άνοσοχημικές μεθόδους έχει αποδείξει, δτι 
μεταξύ φυσιολογικών και παθολογικών καταστάσεων υπάρχει χαρακτηριστική 
διαφορά ώρισμένων κατηγοριών σφαιρινών στό πλάσμα τοΰ άνθρωπου (ι8» 19). 
Στα βοοειδή, μεταξύ διαφόρων φυλών, διαπιστώθηκε επίσης μεγάλη δια­
κύμανση τής ποσότητας τών άνοσοσφαιρινών, πράγμα πού δέν είναι βέβαιον 
κατά πόσον οφείλεται σέ γενετικές διαφορές ή στον τρόπο διατροφής και δια­
μονής τών ζώων. Μια ποσοτική σύγκριση μεταξύ τών IgG και IgM, στον ορό 
βοοειδών και στό πρωτόγαλα, απέδειξε σχέση 12,9:2,8 και 34,1:4,9 αντίστοιχα 
(20) 
* Κτηνιατρικό 'Ινστιτούτο 'Αφθώδους Πυρετού, Άγ. Παρασκευή 
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Στους όρους βοοειδών απομονώθηκαν οί άνοσοσφαιρίνες IgG, IgA και 
IgM ( 3 ' 9 ) πού ό ρόλος τους στην παθολογία τών βοοειδών δεν είναι ακόμη 
γνωστός
 <3)
. Άντισωματική Ϊδιότητα έχουν περισσότερες κατηγορίες άνοσφαι 
ρινών
 ( 2 0\ Σαν πρώτη ανοσοβιολογική απάντηση τών βοοειδών εμφανίζονται 
οί άνοσοσφαιρίνες IgM, πού δέν παραμένουν για πολύ χρόνο καί στή συνέ­
χεια εμφανίζονται οί άνοσοσφαιρίνες IgG ( , 0 >, πού παραμένουν έπί πολλούς 
μήνες ( 2 9 ). 
Ή IgG διαχωρίστηκε (μέ τήν χρωματογραφία, ήλεκτροφόρηση, άνοσοη-
λεκτροφόρηση), σέ IgG, καί IgG2 (1» 2> 3 ' 4 ' 5 ' 6 ' , 2 ' Π» "» , 4 ). 
Ανάλογα μέ τό είδος άνταλλάκτη Ιόντων καί τήν πυκνότητα ίόντων του 
ρυθμιστικού διαλύματος, πού χρησιμοποιείται για τήν έκλυση του πηκτώμα­
τος του άνταλλάκτη ανιόντων, ή IgGj διαχωρίζεται άπό τήν IgG2. 
Ή IgG2 πού έχει πιο θετικό ηλεκτρικό φορτίο άπό τήν IgG, εκλύεται 
πρώτη, ένώ ή IgG, εκλύεται μετά τήν αύξηση τών ίόντων ή τού Ρ Η του έκ­
λυτη. Στην ήλεκτροφόρηση καί στην άνοσοηλεκτροφόρηρη ή IgG2 κινείται 
πιό αργά προς τήν άνοδο
 (1
»
 3> 7). 
Ή διαφοροποίηση μεταξύ τών IgG, καί IgG2 γίνεται βάσει της σύνθεσης 
τών αμινοξέων καί της άντιγονικότητας πού βρίσκεται στο τμήμα Fe του μο­
ρίου τής σφαιρίνης
 ( 3
' *•> 6» 13» 9» 15). 
Ή IG, συγκεντρώνεται εκλεκτικά στο πρωτόγαλα, συμβάλλει στην παθη­
τική ανοσία τών μόσχων, εκτρέπει τό συμπλήρωμα καί ευαισθητοποιεί τό δέρ­
μα τών βοοειδών (3> 4 ) 
Μέ χρωματογραφία σέ άνταλλάκτη ίόντων απομονώθηκε άπό ορό βοοει­
δών μετά άπό μόλυνση μέ Anapl. Marginale, στην οξεία φάση τής νόσου, σέ 
ώρισμένο κλάσμα, άνοσοσφαιρίνη πού έχει τήν ίδιότητα εκτροπής του συμ­
πληρώματος (2). 
"Αλλοι ερεύνησαν τήν κινητικότητα τών αντισωμάτων σέ βοοειδή μετά ά­
πό πρωτοεμβολιασμό καί έπανεμβολιασμό μέ άντιαφθωδικό εμβόλιο <8). 
Στην παρούσα εργασία γίνεται προσπάθεια διαχωρισμού τών έξουδετερω-
τικών αντισωμάτων τού ορού βοοειδών πού ύπερανοσοποιήθηκαν κατά τού 
ίού τού Αφθώδους Πυρετού. Ό διαχωρισμός τών αντισωμάτων έγινε μέ τήν 
μέθοδο τής χρωματογραφίας σέ άνταλλάκτη ανιόντων (DEAE-Sephadex Α-50) 
καί μετά μελετήθηκαν αυτά ώς προς τήν ήλεκτροφορική καί άνοσοηλεκτροφο-
ρική των συμπεριφορά. 
ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
Εμβολιάστηκαν 3 βοοειδή μέ τριδύναμο εμβόλιο Αφθώδους Πυρετού τύ­
που Α (στέλεχος Ξάνθης 1972), Ο (στέλεχος Πέπλου 1972) καί C, (στέλεχος 
C-Detmold). 21 μέρες μετά τόν εμβολιασμό μολύνθηκαν τά ζώα μέ ομόλογο 
ίό τύπου Α καί Ο (όχι μέ C,) καί μετά άπό 15 μέρες εμβολιάστηκαν άλλες 
δύο φορές μέ τριδύναμο εμβόλιο σέ απόσταση 15 ήμερων. Δύο εβδομάδες με­
τά τόν τελευταίο εμβολιασμό έγινε αίμοληψία καί παρασκευή μίγματος ορού 
καί άπό τά τρία βοοειδή γιά τόν διαχωρισμό τών άνοσοσφαιρινών. 
http://epublishing.ekt.gr | e-Publisher: EKT | Downloaded at 23/03/2020 05:32:24 |
Hü 
ΔΙΑΧΩΡΙΣΜΟΣ ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΩΝ 
Ή κατακρήμνιση των σφαιρινών έγινε μέ διάλυμα θειικού αμμωνίου ( 2 , ). 
Ή αφαλάτωση των σφαιρινών άπό τό θειικό αμμώνιο έγινε σέ στήλη (2,6x40 
έκ.) με πήκτωμα Sephadex G-25 Normal ( της Pharmacia Uppsala) δψους 20 
έκ. πού σταθεροποιήθηκε ύπό υδροστατική πίεση 40-60 έκ. Για τήν σταθερο­
ποίηση καί τήν έκλυση της στήλης χρησιμοποιήθηκε ρυθμιστικό διάλυμα Tris 
0,0IM pH 7,6. 
Τις σφαιρίνες πού άφαλατώσαμε τις χρωματογραφήσαμε σέ πήκτωμα άν-
ταλλάκτη ανιόντων Diaethyl -Aminoaethyl Α50 (DEAE Α-50 της Ph. Uppsa­
la, Capacity 3,5±0,5 MEQ/γραμ. Part size 40-120 μ) 2,6x15 έκ. Ή σταθερο­
ποίηση καί έκλυση της στήλης έγινε μέ ρυθμ. διάλ. Tris 0,01 Μ πΗ 7,6. 
Μετά τήν προσθήκη 5 κ.έκ. πρωτεϊνών (350 χιλιογρ. συνολικές πρωτεΐ­
νες) στην επιφάνεια του πηκτώματος, ακολούθησε ή έκλυση. Πρώτα έγινε έκ­
λυση της στήλης μέ δύο όγκους του πηκτώματος ήτοι περίπου μέ 150 κ.έκ. 
ρυθμ. διάλυμα καί τό κλάσμα πού πήραμε χαρακτηρίστηκε κλάσμα No 0. Με­
τά συνδέσαμε τήν στήλη μέ το σύστημα γραμμικής έκλυσης (500 κ.έκ. ρυθμ. 
διάλυμα 0,0IM, pH 7,6 καί 500 κ.έκ. ρυθμ. διαλ. Tris 0,0IM pH 7,6+0,3 M 
Na-CL (σκτ. No 1) καί συλλέξαμε άλλα 6 κλάσματα σέ δγκο ίσο προς τον 
Ογκο του πηκτώματος καί επακολούθησε ή συμπύκνωση αυτών σέ 5 κ.έκ. μέ 
ύποπίεση σέ σάκκους διαλύσεως (σκτ. No 2). 
Ήλεκτροφόρηση καί άνοσοηλεκτροφόρηση. 
Για ηλεκτρολύτης χρησιμοποιήθηκε ρυθμ. διάλ. Diaetyl-Barbitur-Acetat 
pH 8,6 (DBA) 13,38 γρ. Barbital-Natrium 8,83 γρ. Natrium Acetat, 3H20 σέ 
1,5 λίτρο άπεσταγμένο νερό καί ρύθμιση του pH σέ 8,6 (μητρ. διάλ). 
Ή ήλετκροφόρηση έγινε επάνω σέ μεμβράνες Sepharose III (Cellulose Ρο-
lyacetate Elektrophoresis Strips Gelman) ( 2 4 ) σέ συσκευή Thomas Mod 20, 250 
Volt/35'. Ώ ς ήλεκτρολύτχ\ς χρησιμοποιήθηκε το μητρικό διάλυμα DBA α­
ραιωμένο 3+2 μέ άπεσταγμένο νερό. 
Ή άνοσοηλεκτροφόρηση έγινε επάνω σέ άντικειμενοφόρες πλάκες 2x2,7 
έκ. μέ 3 κ.έκ. 2% άγαρ, διαλυμένο μέσα σέ μητρικό διάλυμα DBA αραιωμένο 
1 +1 μέ άπεσταγμένο νερό ( 2 2 ). Οί θάλαμοι της συσκευής είχαν ώς ηλεκτρολύ­
τη διάλυμα DBA αραιωμένο 2+1 μέ άπεσταγμένο νερό. Ή άνοσοηλεκτροφό­
ρηση έγινε στην Γδια συσκευή δπως καί ή ήλεκτροφόρηση 250 Volt/45'. Μετά 
τήν ήλεκτροφόρηση προστέθηκε στό αντίστοιχο σημείο της πλάκας ορός κο­
νίκλου αντί όρου βοός καί έγινε επώαση σέ υγρό κλίβανο 18 ώρες σέ θερμοκ­
ρασία περιβάλλοντος. 
Όροεξουδετέρωση 
Τα κλάσματα πού συλλέξαμε ελέγχθηκαν για έξουδετερωτικά αντισώματα 
του ίου 'Αφθώδους Πυρετού
 <25)
 σέ κύτταρα IB-RH. Χρησιμοποιήθηκαν 100 
TCID J 0 ίοϋ κατά κ. έκ. Ή ανάγνωση έγινε μετά 24 καί 48 ώρες άπό του ενο­
φθαλμισμού των κυττάρων μέ τό μίγμα ίου + όρου. 
Τον ορό κονίκλου άντιοροΰ βοός τον παρασκευάσαμε μέ εγχύσεις συζεύ-
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cfînb 
EMÀTOO No 1 
Γύστημα γραμμιχής χλασματώοε_ως 
1. 500cc 0,3 M NaCI 
2.500cc# α01Μ Τυ^μ.διαλ.ρΗ 7,6 3·Μαγνίτης 
4.Ετήλη ϊτρχτώματος 
5.Συλλογή κλασμάτων 
Γνάτσο No 2 
eòe κ κ os Siajùstoos αέσα 
υαοπιεση. 
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γματος όρου βοάς μέ πλήρη Freund-Adjuvans (1,5 κ.έκ. όρος + 1,5 κ.έκ. 
Adjuvant) υποδόρια 8 φορές κάθε 7 ήμερες. Μία εβδομάδα μετά τήν τελευταία 
έγχυση έγινε αφαίμαξη των κονίκλων και έλεγχος του όρου μέ τήν μέθοδο 
της άνοσοδιάχυσης . 
Παραγωγή IgG,. 
Παράλληλα πήραμε άπό μία τυχαία αγελάδα πρωτόγαλα πρώτης ημέρας, 
πού εΤναι πλούσιο σέ IgG,(l\ επεξεργαστήκαμε μέ τήν Ιδια μέθοδο του ορού 
και το συγκρίναμε μέ τις σφαιρίνες τού ορού στην ήλεκτροφόρηση άνοσοη-
λεκτροφόρηση καί ευαισθητοποίηση τοΰ δέρματος. 
Ευαισθητοποίηση ομολόγου δέρματος (όμοιοκυτταροτροπισμός (3)). 
Για τήν διαφοροποίηση τοΰ lgGl άπό το IgG2 ένοφθαλμίσαμε ενδοδερμι­
κός 0,10 κ.έκ. άπό κάθε δείγμα καί παρακολουθήσαμε τήν αντίδραση ένα 
24/ωρο. Για τόν σκοπό αυτό χρησιμοποιήσαμε ένα μόσχο 14 μηνών. Τα ση­
μεία, όπου ένοφθαλμίσαμε τα δείγματα ξυρίστηκαν τήν προηγούμενη μέρα (26' 
27) 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ - ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Κατά τήν χρωματογραφία τών σφαιρινών σέ άνταλλάκτη ανιόντων DEAE 
Α-50 εκλύθηκαν μέ τό αρχικό ρυθμ. διάλυμα στους δύο πρώτους όγκους τοΰ 
πηκτώματος, ήτοι στο κλάσμα No 0, σφαιρίνες πού στην ήλεκτροφόρηση καί 
τήν άνοσσηλεκτροφόρηση έχουν βραδεία κινητικότητα προς τήν άνοδο. 
Σέ σύγκριση μέ τήν αντίστοιχη είκόνα τοΰ πλήρους όρου βοός, οί σφαιρί­
νες αυτές πού δέν κατακρατήθηκαν άπό τό πήκτωμα, αντιστοιχούν στις σφαι­
ρίνες τοΰ πλήρους όρου πού δίνουν άπό τήν κάθοδο προς τήν άνοδο τήν 
πρώτη ταινία στην ήλεκτροφόρηση καί τό πρώτο τόξο στην άνοσσηλεκτροφό­
ρηση. 
Ή IgG2 πού τό ηλεκτρικό της φορτίο είναι θετικό, είναι ή σφαιρίνη πού 
δέν κατακρατείται στο πήκτωμα καί εκλύεται πρώτο, ένώ στην ήλεκτροφόρη­
ση καί άνοσσηλεκτροφόρηση έχει βραδεία κινητικότητα προς τήν άνοδο
 (1> 3» 
7) 
Τα επόμενα τέσσερα κλάσματα, πού πήραμε μετά τήν σύνδεση της στήλης 
στο σύστημα γραμμικής κλασματώσεως, περιέχουν μια πρωτεΐνη πού στην ή­
λεκτροφόρηση καί άνοσσηλεκτροφόρηση δίνει ταινία καί τόξο αντίστοιχα μέ 
τήν IgG, του πλήρους όρου καί βρίσκεται αμέσως μετά τήν IgG2 προς τήν ά­
νοδο. 
Ή IgG, έχει πιό αρνητικό φορτίο άπό τήν IgG2, συνδέεται στο πήκτωμα 
και εκλύεται μόνον μέ τήν αύξηση τών ίόντων ή τήν ελάττωση τοΰ pH καί 
στην ήλεκτρο-ανοσο-ηλεκτροφόρηση κινείται ταχύτερα προς τήν άνοδο
 ( , )
. 
Irò πέμπτο κλάσμα παρουσιάσθηκε καί μια δεύτερη σφαιρίνη στην περιο­
χή τών β-σφαιρινών, ένώ στό έκτο κλάσμα εμφανίστηκαν καί άλμπουμίνες καί 
ώς μη καθαρά κλάσματα δέν εξετάσθηκαν περαιτέρω. 
Μι. τήν χρωματογραφία τοΰ πρωτογάλακτος πήραμε επίσης 6 κλάσματα. 
Ή IgG, εκλύθηκε στό κλάσμα Νο3 μετά τήν σύνδεση της στήλης στό σύστη-
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I :>2 -
μα γραμμικής κλασματώσεως. Ή ήλεκτρο-καί άνοσοηλεκτρική συμπεριφορά 
αντιστοιχεί μέ τα κλάσματα No 1-4 του όρου. 
Στην συνέχεια εξετάσαμε ta κλάσματα πού πήραμε ώς προς έξουδετερωτι-
κά αντισώματα (βλ. πίνακα 1 και σχήμα 3Α). 
Ό πλήρης ορός των βοοειδών έδωσε κατά τήν εξουδετέρωση μέ 100 
TCIDJO 1 κ.έκ. ίου τίτλο αντισωμάτων 1:128, 1:512 και 1:32 ώς προς Α,Ο 
καί C, αντίστοιχα (σχήμα 3Α). 
Το κλάσμα No 0 έχει τίτλο έξουδετερωτικών αντισωμάτων 1:128 καί 1:32 
καί το μίγμα κλάσματος No 1-4 1:2 καί 1:16 ώς προς Α καί Ο αντίστοιχα, ένώ 
ώς προς C δεν ανιχνεύθηκαν αντισώματα στα κλάσματα πού εξετάσαμε. 
Κατά τους Murphy καί συν. καί Rice καί συν. ( 2 6 ' 2 7 ) ή I G, ευαισθητοποιεί το 
δέρμα ομολόγου ζώου. 
Μετά άπό ενδοδερμική έγχυση 0,10 κ.έκ. πλήρους ορού βοός, πλήρους ο­
ρού προβάτου, ρυθμιστικού διαλύματος, κλάσματος ΝοΟ καί No 1-4 τοΰ ορού 
καθώς καί κλάσμα Νο3 πρωτογάλακτος άγελάδος, παρατηρήθηκε τοπική αντί­
δραση τοΰ δέρματος μόνον έναντι τοΰ τελευταίου δείγματος. 'Αμέσως μετά 
τήν ενδοδερμική έγχυση ή διάμετρος τοΰ σημείου εγχύσεως ήταν 0,6-0,8 έκ. 
Είκοσι λεπτά μετά τήν έγχυση παρέμεινε ή διάμετρος δλων των σημείων στα­
θερή πλην των σημείων τοΰ κλάσματος Νο3 πρωτογάλακτος, δπου ή αντίδρα­
ση ανήλθε σέ 2,5 έκ. καί παρέμεινε έπί 4 ώρες. 20 ώρες μετά τήν έγχυση ή 
αντίδραση υποχώρησε σέ ένα όζίδιο χωρίς εξελκώσεις. 
Οί F. Murphy καί συν. ( 2 ) επεξεργάστηκαν ορό βοοειδών μέ χρωματογρα­
φία καί συσχέτισαν τήν άντισωματική δραστηριότητα τοΰ όρου μέ τις άνοσο-
σφαιρίνες πού κινούνται στην ήλεκτροφόρηση ταχέως προς τήν άνοδο (IgGj) 
καί μέ τις IgM άνοσοσφαιρίνες. Στα δύο Peak πού έχουν ληφθή τό πρώτο εϊ-
χε σφαιρίνες πού κινοΰνται βραδέως προς τήν άνοδο (IgG2, ένώ οί σφαιρίνες 
στό δεύτερο Peak έκινοΰντο βαθμηδόν ταχύτερα προς τήν άνοδο. 'Από ορούς 
βοοειδών μολυσμένων μέ Anaplasma Marginale, κατά τήν οξεία φάση της νό­
σου, ό μέσος δρος των IgG τής εκτροπής τοΰ συμπληρώματος απομονώθηκε 
στό κλάσμα 21 ήτοι στην αρχή τοΰ Peak ΙΙ ( 2 ). 
Οί Chappuis καί συν. ( 8 ) διεπίστωσαν κατά τήν έρευνα τής κινητικότητος 
των αντισωμάτων σέ βοοειδή μετά άπό πρωτοεμβολιασμό, δτι ή φύση των αν­
τισωμάτων πρωτοεμβολιασθέντων ζώων διαφέρει άπό αυτήν τών έπανεμβο-
λιασθέντων καί δτι τό μοριακό βάρος καί τό ηλεκτρικό φορτίο τών αντισωμά­
των πρωτοεμβολιασθέντων ζώων είναι υψηλότερο. 
Μέ τήν μέθοδο διαχωρισμού τών όροεξουδετερωτικών αντισωμάτων πού 
εφαρμόσαμε ήτοι μέ τήν κατακρήμνιση τών σφαιρινών μέ διάλυμα θειικού αμ­
μωνίου, τήν αφαλάτωση καί τήν χρωματογραφία, επιτυγχάνεται πλήρης δια­
χωρισμός αυτών, άλλα επέρχεται μια ποσοτική απώλεια σφαιρινών. 
Μεγάλη ποσότητα σφαιρινών κατακρατείται στό πήκτωμα καί εκλύεται 
συνεχώς καί συγχρόνως μέ τις άλμπουμίνες. 
Ό διαχωρισμός δσο τό δυνατόν περισσοτέρων σφαιρινών απαιτεί έπανα-
χρωματογράφηση τών τελευταίων κλασμάτων, δπου συνυπάρχει ακόμη ση­
μαντική ποσότητα σφαιρινών μέ άλμπουμίνες. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Δια της χρωματογραφίας σέ άνταλλάκτη ανιόντων DEAE Α-50 ύπερανό-
σου όρου βοοειδών κατά τοΰ 'Αφθώδους Πυρετού οροτύπου A,0,C διαχωρί­
στηκαν έξουδετερωτικά αντισώματα. 
Το πρώτο κλάσμα (κλάσμα No 0) αντιστοιχεί ώς προς τήν ήλεκτροφορική 
και άνοσοηλεκτροφορική του συμπεριφορά (βραδεία κινητικότητα προς τήν ά­
νοδο) στην άνοσοσφαιρίνη IgG2 και έχει υψηλότερο τίτλο έξουδετερωτικών 
αντισωμάτων άπό τά επόμενα κλάσματα (κλάσμα No 1-4) πού αντιστοιχούν 
στην άνοσοσφαιρίνη IgG P Άπό τόν ύπεράνοσο ορό μέ τίτλο αντισωμάτων 
1:216 1:512 καί 1:32 ώς προς A,0,C αντιστοίχως, στα έξετασθέντα κλάσματα 
απομονώθηκαν έξουδετερωτικά αντισώματα μόνο ώς προς Α καί Ο καί σέ 
σχετικά χαμηλό τίτλο. 
Τά κλάσματα No 1-4, πού ήλεκτροφορικώς αντιστοιχούν στην άνοσοσφαι­
ρίνη IgG t αντίθετα προς τήν IgGj τοΰ πρωτογάλακτος, δέν εϊχαν τήν Ιδιότητα 
τού όμοιοκυτταροτροπισμοΰ. 
Εκφράζονται οί ευχαριστίες μας στους κ. κ. Δ. Μπρόβα καί Χ. Παππού 
γιά τίς επιστημονικές συζητήσεις πού έγιναν έπί τοΰ θέματος. 
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